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ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI STAPHYLOCOCCUS VRSTA NA
NEKE ANTIBAKTERIJSKE LEKOVE PRIMENOM DISK
DIFUZIONE I MIKRODILUCIONE METODE U BUJONU*
INVESTIGATION OF SUSCEPTIBILITY OF STAPHYLOCOCCUS
SPECIES TO SOME ANTIBACTERIAL DRUGS BY DISK DIFFUSION
AND BROTH MICRODILUTION
Jelena A{anin, Ksenija Aksentijevi}, M. @uti}, Vera Kati}, D. Krnjai},
N. Mili}, Ru`ica A{anin, D. Mi{i}**
Cilj ovog rada je bila identifikacija izolovanih vrsta stafilokoka i ispi-
tivanje njihove osetljivosti na neke antibakterijske lekove. Kao materijal
u ovom ispitivanju kori{}eni su izolati stafilokoka poreklom iz uzoraka
mleka. Ukupno je ispitano 25 sojeva izolovanih stafilokoka od kojih su
24 poticala iz uzoraka mleka krava sa mastitisom, a jedan soj je izolo-
van iz uzorka mleka krave nakon le~enja mastitisa. U primarnoj identi-
fikaciji su kori{}eni katalaza i oksidaza testovi, kao i test prisustva slo-
bodne koagulaze. Nakon izvo|enja preliminarnih testova, vr{ena je
identifikacija izolovanih sojeva, primenom komercijalnih sistema ID32
STAPH (bioMérieux, Francuska) i BBL Crystal Gram-Positive ID Kit
(Becton Dickinson, SAD) prema uputstvima proizvo|a~a.
Osetljivost izolovanih sojeva stafilokoka ispitivana je na: oksacilin,
penicilin, cefoksitin, gentamicin, eritromicin, hloramfenikol, tetraciklin,
ciprofloksacin, sulfametoksazol/trimetoprim i vankomicin primenom
disk difuzione metode i mikrodilucione metode u bujonu prema prepo-
rukama Instituta za klini~ke i laboratorijske standarde (Clinical and
Laboratory Strandards Institute – CLSI (2003), a tuma~enje rezultata je
vr{eno prema preporukama CLSI iz 2008. i 2010. godine. Kori{}eni su
antibiogram diskovi proizvo|a~a Becton Dickinson (SAD), a za mikrodi-
lucionu metodu u bujonu kori{}ene su ~iste supstance antibakterijskih
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lekova razli~itih proizvo|a~a: eritromicin, hloramfenikol, cefoksitin,
gentamicin, oksacilin, tetraciklin (Sigma Aldrich, SAD), sulfametoksa-
zol (Fluka, SAD), penicilin (Calbiochem, Nema~ka), vankomicin (Ab-
bott laboratories, SAD), ciprofloksacin i trimetoprim (Zdravlje A.D.,
Srbija). Svih 25 sojeva je bilo katalaza pozitivno i oksidaza negativno.
Od 25 sojeva, 19 je bilo koagulaza-pozitivno, a 6 koagulaza-negativno.
Primenom disk difuzione metode od 19 sojeva S. aureus kod 17 je
utvr|ena rezistencija na penicilin (89,5%), a kod 2 soja na gentamicin
(10,5%). Od 3 soja S. xylosus, kod jednog je primenom disk difuzione
metode utvr|ena rezistencija na tetraciklin (33,3%) i na oksacilin
(33,3%), dok je kod drugog soja utvr|ena rezistencija na penicilin
(33,3%). Tre}i soj S. xylosus je bio osetljiv na sve ispitivane antibiotike.
Kod dva soja S. simulans i jednog soja S. haemolyticus nije utvr|ena
rezistencija ni na jedan od ispitivanih antibiotika primenom disk difuzi-
one metode. Primenom mikrodilucione metode u bujonu kod 13 so-
jeva S. aureus je utvr|ena rezistencija na penicilin (68,4%) sa vred-
nostima minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) od 0,5 do 4 µg/m,
kod 2 soja na gentamicin (10,5%) sa vrednostima MIC od 32 µg/ml, a in-
termedijarna osetljivost na hloramfenikol utvr|ena je kod 9 sojeva S. au-
reus (47,4%) sa vrednostima MIC od 16 µg/ml i na vankomicin kod jed-
nog soja S. aureus (5,3%) ~ija je vrednost MIC iznosila 4 µg/ml.
Klju~ne re~i: mastitis, staphylococcus, antibakterijski lekovi,
rezistencija
Jo{ 1878. godine Koh (Robert Koch) je zapazio kokoidne oblike u
gnoju pacijenta, a zatim i prepoznao da su pojedine bolesti, poput dubokih
apscesa ko`e, povezane sa prisustvom koka koje formiraju grozdove. Nakon dve
godine (1880) Koh je uspeo da ih kultivi{e u te~noj hranljivoj podlozi, a zatim ih je
Ogston 1882. godine nazvao stafilokokama (Staphylococcus). Ne{to kasnije,
1884. godine, Rozenbah (Friedrich Julius Rosenbach) je uspeo da na hranljivoj
podlozi izoluje ~istu kulturu stafilokoka iz materijala uzetog iz rane kod ~oveka.
Iako su dugo poznate ~ove~anstvu. Staphylococcus vrste jo{ uvek predstavljaju
mikroorganizme koji su u centru pa`nje nau~ne i stru~ne javnosti. Nalaze se kod
ljudi i svih vrsta `ivotinja, pa se mogu na}i i u namirnicama razli~itog porekla.
Veoma lako se prilago|avaju spolja{njim uslovima sredine i sposobne su da iza-
zovu {irok spektar infekcija, po~ev od benignih infekcija ko`e do vrlo ozbiljnih
stanja koja ugro`avaju `ivot, kao {to su septikemije i nekrotiziraju}a pneumonija.
Staphylococcus aureus kod krava izaziva mastitis i impetigo vimena,
kod ovaca i koza dovodi do mastitisa i dermatitisa, a kod jagnjadi do pijemije
nakon ujeda krpelja, kao i benignog folikulitisa (Quinn i sar., 2002).
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Uvod / Introduction
Osim izu~avanja sposobnosti S. aureus i ostalih vrsta stafilokoka da
izazovu brojne infekcije, velika pa`nja je usmerena na njihovu rastu}u rezistenciju
na razli~ite antibiotike, a posebno na -laktame. Kako je koja grupa antibiotika
uvo|ena u klini~ku praksu, tako su stafilokoke vrlo brzo sticale rezistenciju na njih,
verovatno br`e od svih ostalih vrsta bakterija. Ovaj podatak izaziva paniku, jer su
stafilokoke svuda prisutne, pa tako i sposobne da izazovu infekcije koje bi, zbog
njihove rezistencije, bilo vrlo te{ko le~iti. Dok penicilin, kao prvi predstavnik -
laktamskih antibiotika, nije uveden u klini~ku praksu, smrtnost od infekcija izazva-
nih vrstom S. aureus je iznosila do 80%. Danas se smatra da skoro ne postoje so-
jevi S. aureus koji su osetljivi na penicilin. Najzna~ajniji tip rezistencije na antibio-
tike koju vrste iz ovog roda mogu imati je rezistencija na meticilin, koja predstavlja
rezistenciju na sve -laktamske antibiotike. Rezistencija na vankomicin Staphylo-
coccus vrsta predstavlja jo{ ve}u opasnost od rezistencije na meticilin, jer su,
pored nekih novih antibiotika, glikopeptidni antibiotici poslednja odbrana protiv
stafilokoknih infekcija. Iako je vankomicin odavno uveden u klini~ku praksu, stafi-
lokoke su rezistenciju na njega stekle dugo posle njegovog uvo|enja u klini~ku
praksu i taj tip rezistencije nije toliko zastupljen, koliko rezistencija na meticilin.
Ranije je vladalo mi{ljenje da su razli~ite vrste stafilokoka strogo adap-
tirane na odre|ene doma}ine i da je prenos stafilokoka sa jedne vrste doma}ina
na drugu vrstu doma}ina nemogu}. Me|utim, dokazano je da, iako postoje neki
sojevi pojedinih vrsta koji su specifi~no adaptirani na odre|enog doma}ina,
ve}ina vrsta stafilokoka se mo`e preneti sa jedne vrste doma}ina na drugu. Da bi
situacija bila jo{ gora, takvi sojevi su vrlo ~esto multirezistentni i meticilin-rezi-
stentni, pa je tako zabele`en i dokazan prenos MRSA (meticilin-rezistentan
Staphylococus aureus) sojeva izme|u ljudi i pasa, ljudi i konja, ljudi i svinja itd
(Van Loo i sar., 2007).
Vrste iz velike grupe poznate kao koagulaza-negativne stafilokoke
(CoNS) se normalno nalaze na ko`i i mukoznim membranama i imaju ulogu
komensala ili saprofita. Smatralo se da u klini~kim materijalima predstavljaju kon-
taminante, pa ~ak i onda kada su ti materijali poticali iz primarno sterilnih regija
tela. Me|utim, ukoliko do|e do o{te}enja ko`e, zbog traume, injekcionih proce-
dura ili prisustva stranih tela, CoNS prodiru u dublje strukture organizma, nakon
~ega mogu izazvati infekcije opasne po `ivot. U namirnicama i hrani za `ivotinje
njihovo prisustvo nije ni utvr|ivano. Prvi slu~aj izolacije CoNS poreklom od krave
sa mastitisom je zabele`en 1916. godine. U istra`ivanjima CoNS su dugo vre-
mena bile zapostavljane, ali je danas velika pa`nja usmerena na njih iz vi{e
razloga. Prvi razlog je to {to veliki broj sojeva CoNS pokazuje rezistenciju na meti-
cilin. Do 80% izolovanih sojeva CoNS iz bolni~ke sredine je rezistentno na meti-
cilin. Drugi razlog je to {to CoNS izazivaju veliki broj infekcija kod bolesnika u bol-
nicama, koje se vrlo te{ko le~e zbog njihove rezistencije na antibiotike. Tre}i
razlog, ali nikako najmanje va`an, je {to CoNS predstavljaju rezervoar gena rezis-
tencije za razli~ite sojeve meticilin-osetljivih stafilokoka, uklju~uju}i i meticilin-
osetljive sojeve S. aureus (MSSA). Kod krava CoNS izazivaju supklini~ke i klini~ke
201
Vet. glasnik 66 (3-4) 199 - 210 (2012) Jelena A{anin i sar.: Ispitivanje osetljivosti
Staphylococcus vrsta na neke antibakterijske lekove primenom disk difuzione i ...
mastitise, koji dovode do ekonomskih gubitaka zbog smanjene proizvodnje
mleka. (Busscher i sar., 2006; Vengust i sar., 2006). Tako|e, koagulaza-negativne
stafilokoke su rezistentnije na antibiotike od S. aureus i br`e razvijaju multirezis-
tenciju. U ve}ini studija izolati CoNS su in vitro testirani na penicilin, koji se koristi u
le~enju mastitisa izazvanih penicilin-osetljivim CoNS, ali je veliki broj izolata CoNS
bio rezistentan na penicilin (Taponen i Pyöräla, 2009). Utvr|eno je da u namirni-
cama CoNS mogu lu~iti enterotoksine, zbog ~ega predstavljaju opasnost po
zdravlje ljudi. Produkcija razli~itih stafilokoknih enterotoksina i toksina 1 toksi~nog
{ok sindroma, bila je ~esta kod CoNS izolata isto kao kod izolata S. aureus, bilo da
su poticali iz uzoraka kod slu~ajeva supklini~kog, hroni~nog ili akutnog mastitisa
(Kuroishi i sar., 2003).
Dominantne CoNS vrste u prostirci i okolini u kojoj se nalaze krave su
S. xylosus, S. sciuri i S. saprophyticus. Iste vrste su ~esto izolovane sa ko`e krava,
nozdrva, ko`e bradavice i ostalih mesta. Mnoge druge vrste, uklju~uju}i S. chro-
mogenes, S. warneri i S. epidermidis su tako|e izolovane sa ko`e krava. Osim S.
chromogenes, CoNS vrste ~esto izolovane sa ko`e bradavice, vrha bradavice i
sisnog kanala se razlikuju od vrsta CoNS izolovanih iz mleka. Staphylococcus xy-
losus, S. sciuri i S. haemolyticus su vrste koje dominiraju u uzorcima sa ko`e i
apeksa bradavice, dok su S. epidermidis, S. chromogenes, S. simulans i grupa
neidentifikovanih stafilokoka ~esto izolovane iz uzoraka mleka
Iz mleka krava sa klini~kim i supklini~kim mastitisom povremeno se
mo`e izolovati S. haemolyticus (Quinn i sar., 2002; Koneman i sar., 2006). Tako|e
S. simulans je vrsta koja je ~esto izolovana tokom laktacije. U nekim studijama izo-
lati koji su poticali iz uzoraka klini~kih i supklini~kih mastitisa, naj~e{}e su identi-
fikovani kao S. simulans (Taponen i sar., 2006; Taponen i Pyöräla, 2009).
Svi navedeni podaci ukazuju na to da je zna~aj ovih vrsta bakterija,
kako u humanoj, tako i u veterinarskoj medicini veliki, ali novijih podataka o njiho-
vom prisustvu i rezistenciji u Republici Srbiji nema.
Kao materijal su kori{}eni izolati stafilokoka poreklom iz uzoraka
mleka krava sa klini~ki manifestnim mastitisom. Od 25 sojeva stafilokoka izolova-
nih iz uzoraka poreklom od `ivotinja, 24 su poticala iz uzoraka mleka krava sa
mastitisom, a jedan soj je izolovan iz uzorka mleka krave nakon le~enja mastitisa.
Od svih izolata stafilokoka iz ispitivanih uzoraka pripremani su prepa-
rati koji su bojeni po Gramu. Sve gram-pozitivne koke u grozdovima su podvr-
gnute daljem ispitivanju. U primarnoj identifikaciji su kori{}eni katalaza i oksidaza
testovi, kao i test slobodne koagulaze.
Nakon izvo|enja preliminarnih testova, vr{ena je identifikacija izolova-
nih sojeva, primenom komercijalnih sistema ID32 STAPH (bioMérieux, Francu-
ska) i BBL Crystal Gram-Positive ID Kit (Becton Dickinson, SAD) prema uputstvi-
ma proizvo|a~a. Osetljivost izolovanih sojeva stafilokoka je ispitivana na slede}e
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Materijal i metode rada / Material and methods
antibakterijske lekove: oksacilin, penicilin, cefoksitin, gentamicin, eritromicin, hlo-
ramfenikol, tetraciklin, ciprofloksacin, trimetoprim/sulfametoksazol i vankomicin
primenom disk difuzione metode i mikrodilucione metode u bujonu prema prepo-
rukama Instituta za klini~ke i laboratorijske standarde (Clinical and Laboratory
Strandards Institute – CLSI (2003), a tuma~enje rezultata je vr{eno prema prepo-
rukama CLSI iz 2008. i 2010. godine. Kori{}eni su antibiogram diskovi pro-
izvo|a~a Becton Dickinson (SAD), a ~iste supstance antibakterijskih lekova
kori{}ene za mikrodilucionu metodu u bujonu su bili slede}ih proizvo|a~a: eritro-
micin, hloramfenikol, cefoksitin, gentamicin, oksacilin, tetraciklin (Sigma Aldrich,
SAD), sulfametoksazol (Fluka, SAD), penicilin (Calbiochem, Nema~ka), vankomi-
cin (Abbott laboratories, SAD), ciprofloksacin i trimetoprim (Zdravlje A.D., Srbija).
Osetljivost na antibiotike izolovanih sojeva stafilokoka metodom disk difuzije je is-
pitivana na Mueller Hinton agaru (bioMérieux, Francuska).
Rezultati su o~itavani merenjem pre~nika zona inhibicije, na osnovu
kojih su utvr|ivane interpretativne kategorije (S, I, R). Za kontrolu kvaliteta izvo|e-
nja ove metode, kao i kvaliteta antibiogram diskova kori{}en je referentni soj S.
aureus ATCC 25923. Osetljivost na antibiotike izolovanih sojeva stafilokoka mikro-
dilucionom metodom ispitivana je u Cation Adjusted Mueller Hinton 2 bujonu
(Becton Dickinson, SAD). Rastvori antibiotika u ~istim supstancama su pripre-
mani prema preporukama CLSI. Za ispitivanje osetljivosti izolovanih sojeva stafi-
lokoka na oksacilin, u podlogu je dodavan NaCl (Zorka [abac, Srbija) u koncen-
traciji od 2%. Metoda je izvo|ena u mikrotitracionim plo~ama sa „U“ dnom (Spek-
tar d.o.o. ^a~ak, Srbija) u koje je uno{ena podloga, a zatim i antibiotici u
odre|enim koncentracijama. Raspon koncentracija antibakterijskih lekova se kre-
tao: za penicilin od 0,12 do 256 g/ml; za cefoksitin od 0,12 do 256 g/ml; za gen-
tamicin od 0,06 do 126 g/ml; za eritromicin od 0,12 do 256 g/ml; za hloram-
fenikol od 0,25 do 512 g/ml; za tetraciklin od 0,06 do 128 g/ml; za ciprofloksacin
od 0,0015 do 32 g/ml; za oksacilin 0,06 do 128 g/ml; za trimetoprim/ sulfame-
toksazol od 0,004/0,075 do 8/152 g/ml i za vankomicin od 0,12 do 256 g/ml. Is-
pitivani sojevi su inokulisani u bazen~i}e u finalnoj koncentraciji od 5x105 CFU/ml.
Inkubacija je obavljena na temperaturi od 37oC tokom 16-18 h, osim za oksacilin i
vankomicin, kada je vreme trajanja inkubacije iznosilo 24 h. Za kontrolu kvaliteta
izvo|enja mikrodilucione metode, kao i kvaliteta upotrebljenih antibakterijskih
lekova je kori{}en referentni soj S. aureus ATCC 29213.
Izolovano je 25 sojeva iz uzoraka mleka krava sa mastitisom. Svi sojevi
su bili katalaza pozitivni i oksidaza negativni. Izolovane stafilokoke su identifik-
ovane do vrste primenom sistema ID32 STAPH i BBL Crystal GP.
Od 25 sojeva poreklom iz uzoraka mleka krava sa mastitisom, 19 je
identifikovano kao Staphylococcus aureus (76%) primenom oba sistema, 3 kao
Staphylococcus xylosus (12%) primenom BBL Crystal GP sistema, dok je ID32
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Rezultati / Results
STAPH jedan soj identifikovao kao S. equorum (u daljem tekstu prikazan kao S. xy-
losus), 2 kao Staphylococcus simulans (8%) i 1 kao Staphylococcus haemolyticus
(4%), sva 3 soja su identifikovana primenom oba sistema identi~no.
Primenom disk difuzione metode, od 19 sojeva S. aureus kod 17 je
utvr|ena rezistencija na penicilin (89,5%), a kod 2 soja na gentamicin (10,5%). Od
3 soja S. xylosus, kod jednog je primenom disk difuzione metode utvr|ena rezis-
tencija na tetraciklin (33,3%) i na oksacilin (33,3%), dok je kod drugog soja
utvr|ena rezistencija na penicilin (33,3%). Tre}i soj S. xylosus je bio osetljiv na svih
10 ispitivanih antibiotika. Kod 2 soja S. simulans i jednog soja S. haemolyticus nije
utvr|ena rezistencija ni na jedan od ispitivanih antibiotika primenom disk difuzi-
one metode. Primenom mikrodilucione metode u bujonu kod 13 sojeva S. aureus
je utvr|ena rezistencija na penicilin (68,4% sa vrednostima MIC od 0,5 do
4 µg/mL), a kod 2 soja na gentamicin (10,5%, vrednost MIC od 32 µg/mL.), dok je
na 2 antibiotika ustanovljena intermedijarna osetljivost i to na hloramfenikol kod 9
sojeva (47,4%, vrednost MIC od 16 µg/mL) i na vankomicin kod 1 soja S. aureus
(5,3% vrednost MIC od 4 µg/mL).
Rasponi vrednosti MIC za ispitivane antibiotike prikazani su u tabeli 1.
Od 3 soja S. xylosus, primenom mikrodilucione metode u bujonu, utvr|ena je
rezistencija kod jednog soja na tetraciklin (33,3%) i na oksacilin (33%), a kod
drugog na penicilin (33,3%). Tre}i soj je primenom mikrodilucione metode u bu-
jonu bio osetljiv na svih 10 ispitivanih antibakterijskih lekova. Kod jednog od 2 soja
S. simulans primenom mikrodilucione metode u bujonu je utvr|ena intermedi-
jarna osetljivost na hloramfenikol, dok je drugi bio osetljiv na svih 10 antibak-
terijskih lekova. Primenom mikrodilucione metode u bujonu kod soja S. haemo-
lyticus nije utvr|ena rezistencija ni na jedan od ispitivanih antibakterijskih lekova.
Na grafikonu koji sledi (grafikon 2) su prikazane razlike u rezultatima
ispitivanja osetljivosti na antibiotike dobijene primenom disk difuzione metode i
mikrodilucione metode u bujonu za 25 sojeva poreklom iz uzoraka mleka krava sa
mastitisom. Razlika se mo`e videti kod hloramfenikola, na koji je 40% sojeva bilo
intermedijarno osetljivo primenom mikrodilucione metode u bujonu, dok su pri-
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Grafikon 1. Prikaz zastupljenosti pojedinih vrsta stafilokoka izolovanih iz uzoraka mleka
krava sa mastitisom /
menom disk difuzione metode svi sojevi bili osetljivi na hloramfenikol. Tako|e je
4% sojeva bilo intermedijarno osetljivo na vankomicin primenom mikrodilucione
metode u bujonu, dok su svi sojevi bili osetljivi na vankomicin primenom disk di-
fuzione metode. Mo`e se videti i razlika u rezultatima ispitivanja osetljivosti na
penicilin, jer je primenom mikrodilucione metode u bujonu na penicilin bilo rezis-
tentno 52% sojeva, a primenom disk difuzione metode 72%. Rezultati osetljivosti
ispitivanih sojeva stafilokoka na gentamicin (8%) i tetraciklin (4%) bili su identi~ni
primenom obe metode.
Tabela 1. Rasponi u kojima su se kretale MIC vrednosti (ìg/mL) ispitivanih antibakterijskih
lekova prema vrstama izolovanih stafilokoka iz uzoraka mleka krava sa mastitisom /
Izolovane
vrste / FOX CIP C E GM P TE VA OX SXT*











S. xylosus 1-2 0,12 4-8 0,25 0,06 0,12 1->128 0,5-1 0,25 -1 0,12-0,5
S. simulans 2-4 0,03 8-16 0,25 -0,5 0,06 0,12 0,5 - 1 1-2 0,25 0,5-1
S.
haemolyticus
1 0,06 8 0,25 0,06 0,12 0,5 1 0,25 0,5
* Vrednosti za trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) su prikazane prema vrednostima trimetoprima;
njihov odnos je 1:19 (T/S) /
*
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Grafikon 2. Prikaz rezistencije i razlike u rezultatima izme|u mikrodilucione metode u bu-
jonu i disk difuzione metode za sojeve poreklom iz uzoraka mleka krava sa mastitisom
*sojevi su primenom mikrodilucione metode u bujonu bili intermedijarno osetljivi /
U ovom ispitivanju su kori{}ene 2 metode za ispitivanje osetljivosti
bakterija na antibiotike. Od 19 sojeva S. aureus, izolovanih iz uzoraka mleka krava
sa mastitisom disk difuzionom metodom je utvr|ena rezistencija na penicillin kod
17 sojeva, dok je mikrodilucionom metodom u bujonu rezistencija utvr|ena kod
13 sojeva. Po preporukama CLSI, po`eljnije je ispitivanje osetljivosti sojeva stafi-
lokoka na penicillin, umesto na ampicilin, jer se tako lak{e detektuju sojevi koji
produkuju -laktamaze. Na osnovu osetljivosti na penicillin, mo`e se predvideti i
osetljivost na ve}inu drugih penicilina. Po{to se smatra da je prevalencija peni-
cilin-osetljivih sojeva S. aureus niska, preporuka je da se za sojeve koji imaju vred-
nosti MIC0.12 g/ml ili zonu inhibicije 29mm, koristi test za indukciju -lakta-
maza (nitrocefinski test), pre nego {to se soj prijavi kao osetljiv na penicilin (CLSI,
2010). Rezistencija na penicilin kod sojeva S. aureus izolovanih iz uzoraka mleka
krava sa mastitisom varira i kre}e se od 5% u Norve{koj do 87% u Brazilu (Aare-
strup, 2006). U istra`ivanju ~e{kih autora (Schlegelova i sar., 2008), 52,5% sojeva
CoNS poreklom iz uzoraka sirovog mleka, sirovog mesa i mesnih prera|evina,
kao i briseva opreme u mlekarama je bilo rezistentno na penicilin primenom disk
difuzione metode.
Rezistencija na gentamicin je u ovom ispitivanju utvr|ena kod 2 soja
S. aureus, primenom obe metode. Prema podacima iz literature (Aarestrup,
2006), najve}i procenat sojeva S. aureus rezistentnih na gentamicin je izolovan u
[vajcarskoj 2003. godine. Osetljivost stafilokoka na vankomicin se prema novim
preporukama (CLSI, 2010) ne ispituje primenom disk difuzione metode, jer se
ovom metodom ne mogu razlikovati sojevi S. aureus koji su osetljivi i intermedi-
jarno osetljivi na vankomicin. Disk difuziona metoda sa vankomicinom je u ovom
ispitivanju ra|ena prema preporukama CLSI iz 2008. godine. Ispitivanjem osetlji-
vosti stafilokoka na vankomicin (30 g) primenom disk difuzione metode mogu se
detektovati izolati S. aureus koji imaju vanA gen (VRSA izolati). Kod takvih izolata
se ne}e videti nikakva zona inhibicije oko diska vankomicina (CLSI, 2010). Rezis-
tencija na gentamicin je utvr|ena kod 2 soja S. aureus, primenom obe metode.
Izolovan je jedan soj S. aureus koji je bio intermedijarno osetljiv na
vankomicin primenom mikrodilucione metode u bujonu, dok se vankomicin pre-
ma novim preporukama (CLSI, 2010) ne testira disk difuzionom metodom, jer se
ovom metodom ne mogu razlikovati sojevi S. aureus, koji su osetljivi i intermedi-
jarno osetljivi na vankomicin. Disk difuziona metoda sa vankomicinom je u ovom
ispitivanju ra|ena prema preporukama CLSI iz 2008. godine. Rezistencija na tet-
raciklin kod CoNS poreklom iz uzoraka od krava sa mastitisom se kretala od 4% u
Danskoj do 9% u Finskoj i SAD (Aarestrup, 2006). U istra`ivanju ~e{kih autora
(Schlegelova i sar., 2008), rezistencija na tetracikline iznosila je 32,5%.
Kod CoNS, osim kod S. epidermidis, vrlo ~esto se javljaju problemi
zbog neslaganja rezultata disk difuzione i mikrodilucione metode sa oksacilinom.
Interpretativna kategorija za oksacilin ima uske granice kada su u pitanju CoNS,
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osim za S. epidermidis, jer sojevi ~ije vrednosti MIC za oksacilin iznose od 0,5 do
2 l/mL ne moraju imati mecA gen (CLSI, 2010). Za sojeve ~ije vrednosti MIC za
oksacilin iznose od 0,5 do 2 l/mL, preporuka je da se sojevi testiraju na prisustvo
PBP2a ili na prisustvo mecA gena. Po preporukama CLSI za 2010. godinu, vi{e se
ne proverava rezistencija na oksacilin primenom disk difuzione metode, ve} samo
primenom mikrodilucione metode u bujonu. Disk difuziona metoda sa oksacili-
nom je u ovom ispitivanju ra|ena prema preporukama CLSI iz 2008. godine.
Na osnovu dobijenih rezultata identifikovano je 19 sojeva S. aureus, 3
soja S. xylosus, 2 soja S. simulans i jedan soj S. haemolyticus. Od 19 sojeva S. au-
reus kod 17 sojeva utvr|ena je rezistencija na penicillin primenom disk difuzione
metode, a primenom mikrodilucione metode u bujonu rezistencija je utvr|ena
kod 13 sojeva S. aureus. Kod CoNS, osim kod S. epidermidis vrlo ~esto se javljaju
problemi zbog neslaganja rezultata disk difuzione i mikrodilucione metode sa
oksacilinom te je potrebno primeniti najmanje 2 razli~ite metode sa cefoksitinom i
oksacilinom za utvr|ivanje rezistencije na meticilin. U ovom ispitivanju, osim na
penicilin, nije utvr|en visok procenat rezistencije kod ispitivanih sojeva na ostale
kori{}ene antibakterijske lekove.
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INVESTIGATION OF SUSCEPTIBILITY OF STAPHYLOCOCCUS SPECIES TO SOME
ANTIBACTERIAL DRUGS BY DISK DIFFUSION AND BROTH
MICRODILUTION
Jelena A{anin, Ksenija Aksentijevi}, M. @uti}, Vera Kati}, D. Krnjaji}, N. Mili},
Ru`ica A{anin, D Mi{i}
The objective of this work was to identify isolated Staphylococcus species and
to investigate their sensitivity to some antibacterial drugs. The material used for these in-
vestigations were Staphylococcus isolates originating from milk samples. A total of 25
strains of Staphylococcus isolates were examined, including 24 from milk samples from
cows with mastitis, and one strain was isolated from a milk sample from a cow following
treatment for mastitis. For primary identification, catalase and oxidase tests were used, as
well as the free coagulase test. Following the preliminary tests, the isolated strains were
identified using commercial systems ID32 STAPH (bioMérieux, France) and the BBL Crys-
tal Gram-Positive ID Kit (Becton Dickinson, USA) according to the enclosed instructions.
The Staphylococcus isolates were examined for sensitivity to the following:
oxacillin, penicillin, cefoxitin, gentamicin, erythromycin, chloramphenicol, tetracycline,
ciprofloxacin, sulfametoxazol/trimetoprim, and vacomycin using the disk diffusion method
and the broth microdilution method as recommended by the Clinical and Laboratory Stran-
dards Institute – CLSI(2003), and the results were interpreted according to CLSI recom-
mendations from 2008 and 2010. Antibiogram disks manufactured by Becton Dickinson
(USA) were used, and the broth microdilution method was applied using pure antibiotic
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substances from different manufacturers: erythromycin, chloramphenicol, cefoxitin, genta-
micin, oxacillin, tetracycline (Sigma Aldrich, USA), sulfametoxazol (Fluka, USA), penicillin
(Calbiochem, Germany), vancomycin (Abbott laboratories, USA), ciprofloxacin and tri-
metoprim (Zdravlje A.D., Serbia). All 25 strains were catalase positive and oxidase nega-
tive. Of the 25 strains, 19 were coagulase positive and 6 were coagulase negative. With the
implementation of the disk diffusion method on 19 strains of S. aureus, 17 were established
to be resistant to penicillin (89.5%), and 2 strains to gentamicin (10.5%). The investigation
of 3 strains of S. xylosus using the disk diffusion method showed that one strain was resis-
tant to tetracycline (33.3%) and to oxacillin (33.3%), while another strain was found to be
resistant to penicillin (33.3%). The third strain of S. xylosus was sensitive to all the examined
antibiotics. Two strains of S. simulans and one strain of S. haemolyticus were not found to
be resistant to any of the examined antibiotics using the disk diffusion method. The imple-
mentation of the broth microdilution method yielded in 13 strains of S. aureus resistance to
penicillin (68.4%) with MIC values from 0.5 to 4 µg/m, in 2 strains to gentamicin (10.5%)
with MIC values of 32 µg/ml, and intermediary sensitivity to chloramphenicol was estab-
lished in 9 strains of S. aureus (47.4%) with MIC values of 16 µg/ml and to vancomycin in 1
strain of S. aureus (5.3%) with MIC values of 4 µg/ml.
Key words: mastitis, Staphylococcus, antibacterial drugs, resistance
ISPÀTANIE ^UVSTVITELÃNOSTI STAPHYLOCOCCUS VIDOV NA
NEKOTORÀE ANTIBAKTERIALÃNÀE LEKARSTVA
Elena A{anin, KseniÔ Aksentievi~, M. @uti~, Vera Kati~, D. KrnÔi~,
N. Mili~, Ru`ica A{anin, D. Mi{i~
CelÝ Ìtoy rabotì bìla identifikaciÔ izolirovannìh vidov stafi-
lokokkov i ispìtanie ih ~uvstvitelÝnosti na opredlënnoe ~islo antibakteri-
alÝnìh lekarstv. Kak material v Ìtom ispìtanii polÝzovanì izolÔtì stafi-
lokokkov proisho`deniem iz obraz~ikov moloka. Sovokupno ispìtano 25 {tammov
izolirovannìh stafilokokkov iz kotorìh 24 proishodili iz obraz~ikov moloka
korov s mastitom, a odin {tamm izolirovan iz obraz~ika moloka korovì posle
le~eniÔ mastita. V pervi~noy identifikacii polÝzovanì katalaza i oksidaza
testì, slovno i test prisutstvÔ svobodnoy koagulÔzì. Posle ispolneniÔ prelimi-
ranìh testov, sover{ena identifikaciÔ izolirovannìh {ammov, primeneniem
kommer~eskih sistem ID32 STAPH (bioMerieux, FranciÔ) i BBL crystal Gram-Positive
ID Kit (Becton Dickinson, S[A) soglasno instrukciÔm proizvoditelÔ.
^uvstvitelÝnostÝ izolirovannìh {tammov stafilokokkov ispìtana
na: oksacilin, penicillin, cefoksitin, gentamicin, Ìritromicin, hloramfeni-
kol, tetraciklin, ciprofloksacin, sulÝfametoksazol/trimetroprim i vankomi-
cin primeneniem disk diffuzionnogo metoda i mikrodilucionnogo metoda v bu-
loÝnoe soglasno rekomendaciÔm Instituta dlÔ klin~eskih i laboratornìh stan-
artov Clinical and Laboratory Strandards Institute – CLSI(2003), a tolkovanie rezulÝta-
tov sover{eno rekomendaciÔm CISI iz 2003 i 2010 goda. PolÝzovanì antibiotiko-
gramma diski proizvoditelÔ Becton Dickinson (S[A), a dlÔ mikrodilucionnogo me-
toda v bulÝone polÝzovanì ~istìe substancii antibiotikov razli~nìh proizvo-
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diteley: Ìritromicin, hloramfenikol, cefoksitin, gentamicin, oksacilin, tet-
raciklin (Sigma Aldrich, S[A), sulÝfametoksazol (Fluka, S[A), penicillin (Calbio-
chem, GermaniÔ), vankomicin (Abbott Laboratories, S[A), ciprofloksacin i tri-
metroprim (Zdravqe A.D. Srbija). Vseh 25 {tammov bìlo katalaza polo`itelÝno i
oksidaza otricatelÝno. Ot 2 {tammov 19 bìlo koagulÔza-polo`itetlÝno i oksi-
daza otricatelÝno. Ot 25 {tammov. 19 bìlo koagulÔza-polo`itelÝno, a 6 koagu-
laza-otricatelÝno. Primeneniem disk diffuzionnogo metoda ot 10 {tammov S. au-
reus u 17 utver`dena rezistenciÔ na penicillin (89,5%), au 2 {tamma na gentami-
cin (10,5%). Ot 3 {tamma S. hylosus, u odnogo {tamma primeneniem disk diffuzi-
onnogo metoda utver`dena rezistenciÔ na tetraciklin (33,3%) i na oksaciklin
33,3%, poka u vtorogo {tamma utver`dena rezistenciÔ na penicillin (33,3%).
Tretiy {tamm S. xylosus, u odnoga {tamma primeneniem disk diffuzionnogo me-
toda utver`dena rezistenciÔ na tetraciklin (33,3%) i na oksicilin (33,3), poka u
vtorogo {tamma utver`dena rezistenciÔ na penicillin (33,3%). Tretiy {tamm S.
xylosus bìl ~uvstvitelÝnìm na vse ispìtannìe antibiotiki. U dva {tamma S. simu-
lans i odnogo {tama S. haemolyticus na utver`dena rezistenciÔ ni na odnin iz
ispìtannìh antibiotikov primeneniem disk difuzionnogo metoda. Primeneniem
mikrodilucionnogo metoda v bulÝone u 13 {tammov S. aureus utver`dena rezisten-
ciÔ na penicillin (66,4%) s stoimostÔmi MIC ot 0,5 do 4 mg/m, a u 2 {tamma na genta-
micin (10,5%) s stoimostÔmi MIC ot 16 mg/ml i na vankomicin u odnogo {tamma S. au-
reus (5,3%) ~ÝÔ stoimostÝ MIC sostavlÔla (v summe) 4 mg/ml.
KlÓ~evìe slova: mastit, Staphylococcus, antibakterialÝnìe lekarstva,
rezistenciÔ
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